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发挥正常功能，形成成熟的 cyt c。细胞色素 c 成熟蛋白 G（CcmG）是成熟 cyt c
形成过程中不可或缺的一种二硫键氧化还原酶，细胞内存在能与 CcmG 特异性结
合的上下游底物。CcmG 与其上游底物蛋白 DsbD N 端结构域通过二硫键形成的
复合物（DsbDα-SS-CcmG）晶体结构已经解析成功， CcmG 上游电子传递过程
的机制已得到完整阐述。但是 CcmG 的下游底物仍存在争议，推测可能为能形成
分子间二硫键的细胞色素 c 成熟蛋白 H（CcmH）与 apocyt c 复合物，具体的分
子机制尚待研究。 
为深入了解 CcmG 的作用机制，我们采用基因工程技术和同位素标记技术制
备了 15N 和 15N /13C 标记的还原态 CcmG 蛋白（CcmGred）样品，利用异核多维
NMR 技术进行一系列二维和三维谱图的采集，完成了 CcmGred 蛋白主链和侧链
的化学位移归属，并对其溶液结构进行了计算。虽然溶液结构尚在优化中，但目
前得到的 CcmGred 的溶液结构与氧化态 CcmG（CcmGox）的晶体结构极其相似，
两者在二级结构区的主链 CA 原子的均方根偏差（RMSD）为 1.6 Å，而在活性
位点 CXXC 处二者结构差异较大。溶液结构显示还原态 CcmG 蛋白共包括 2 个
β 折叠、4 个 α 螺旋和 1 个 310 螺旋。TRX 结构域的特征结构 βαβ 和 ββα 模体（β1：
52-58，αA：65-78，β2：82-86，β4：127-132，β5：137-141，αD：147-165）由
三段插入片段相连（αB：91-100，β3：107-109，αC：115-120）。其中 β1 位于
β 折叠中央，β2、β3 和 β4、β5 分别处于 β1 两侧，β1、β2 与 β3 平行，β1、β4
与 β5 反平行，4 个 α 螺旋围绕着中央的 β 折叠。此外，CcmG 蛋白还有一个可
能起着稳定蛋白空间结构作用的 N 端结构域，包含 2 条反平行 β 链组成的 β 折
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此外，我们还初步研究了 CcmG 与 CcmH 的相互作用。利用 CcmG C62S、
CcmG C65S、CcmH C25S 和 CcmH C28S 四种突变体，体外模拟 CcmH 与 cyt c
的复合物，并通过 SDS-PAGE 显示通过 CcmG C65S 与 CcmH C25S 反应可得到
























Cytochrome c maturation (Ccm) is a crucial process carrying out in many species, 
including various activities as respiration, photosynthesis and apoptosis. CcmG is a 
highly specific periplasmic, membrane-anchored thiol-disulfide oxidoreductase that 
plays an important role in Ccm. In Escherichia coli, CcmG highly specific interacts 
with its downstream and upstream substrates. In the Ccm pathway in which CcmG is 
involved, electrons are transferred from DsbD to apocyt c via CcmG and CcmH. The 
crystal structure of the DsbDα (N-terminal periplasmic domain of DsbD)-SS-CcmG 
complex (PDB 1Z5Y) has been solved. Regarding to the interaction between CcmG 
and CcmH, it was reported that CcmG might be involved in the reduction of 
disulfide-linked complex between CcmH and apocyt c. However, the underlying 
molecular mechanism remains unknown. 
To address the unknown molecular mechanism, we determined the solution 
structure of reduced CcmG (CcmGred, 19-185, renumbered 1-167) by hetero-nuclear 
multi-dimensional NMR spectroscopy. We prepared 15N lebaled only and 15N /13C 
labeled NMR samples of CcmGred, and recorded a series of 2D and 3D NMR spectra. 
1H, 13C and 15N backbone and side-chain chemical shifts of CcmGred have been 
assigned and deposited in the BioMagResBank under the accession number 18249. 
The overall solution structure of CcmGred has been determined and is being currently 
optimized. However, the solution structure of CcmGred is similar to the crystal 
structure of oxidized CcmG (CcmGox). The RMSD of Cα atoms between CcmGox and 
CcmGred is 1.6 Å. The active site of the CXXC motif in the reduced form adopts a 
comformation distinctly different from that in the oxidized form. The solution 
structure of CcmGred is comprised of two domains including an N-terminal domain 
and a TRX domain. The N-terminal domain contains one 310-helix (44-48) and one 
β-sheet (31-33, 41-43). The TRX domain consists of the canonical βαβ and ββα 
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linked by three central inserts (αB: 91-100, β3: 107-109, αC: 115-120), forming a 
five-stranded β-sheet surrounded by four α-helices. 
For assessing the interaction between CcmG and CcmH, four mutants (CcmG 
C62S, CcmG C65S, CcmH C25S and CcmH C28S) were constructed by site-directed 
mutagenesis. We prepared the sample of the CcmG-CcmH complex stabilized by S-S 
bond. In the near future we will conduct experiments for obtaining the protein 
complex crystal and soloving the crystal structure for the CcmG-CcmH complex. Our 
works will provide structural insights for understanding the molecular mechanism of 
downstream electron transport chain of CcmG. 
 










































NMR Nuclear magnetic resonance 
NOE Nuclear Overhauser effect 
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TOCSY Total correlation spectroscopy 
HSQC Heteronuclear single quantum correlation 
ppm Parts per million 
TSP Trimethylsilyl-2,2,3,3-tetradeuteropropionic acid 
PDB Protein Data Bank 
ARIA Ambiguous Restraints for Iterative Assignment 
Dsb Disulfide bond formation 
TRX Thioredoxin 
Cyt c Cytochrome c 
Apocyt c Apocytochrome c 
Ccm Cytochrome c maturation 



























很低(图 1-1)，但在三级结构上却有某些相似，一般都包含 TRX 结构域（N 端的
βαβ 结构与 C 端的 ββα 结构）和活性位点处的 Cys-Xaa-Xaa-Cys（CXXC）模体
[8]，当两个半胱氨酸的巯基处于自由状态时蛋白为还原型，当这两个巯基形成
二硫键时蛋白为氧化型。目前已发现的大肠杆菌 Dsb 蛋白有七种：DsbA 和 DsbB
参与氧化通路；DsbC、DsbG 和 DsbD 参与异构化通路；细胞色素 c 成熟蛋白 G
（CcmG，即 DsbE）和细胞色素 c 成熟蛋白 H（CcmH）参与细胞色素 c 形成。
Dsb 蛋白参与二硫键形成、断裂及异构，对大肠杆菌功能正常发挥起了重要作用
[9]。 
1.1.1 Dsb 蛋白的氧化通路与异构化通路 





DsbB 上的两个周质环分别有一个 CXXC 模体参与结合 DsbA[18-21]。可以看出


















图 1-1 Dsb 蛋白活性位点附近氨基酸序列比对[23] 
 
 
资料来源：Depuydt M, et al. Antioxid Redox Signal. 2011 




化应激引入错配二硫键时，还原态的 DsbC 和 DsbG 可催化蛋白异构[26-27]。它
们均为 V 形二聚体[28-30]，这种二体结构不仅可以提供疏水空腔容纳错误折叠
蛋白，还可以防止 DsbC 或 DsbG 与 DsbB 相互作用，从而分隔开氧化通路和异
构化通路[22]。异构化通路中的另一蛋白 DsbD 由跨膜结构域 DsbDβ、N 端和 C
端的周质结构域 DsbDα、DsbDγ 构成[31]。其中 DsbDα 参与还原 DsbC 和 DsbG
（图 1-3），维持它们的还原态[32-33]。 
事实上，大肠杆菌的氧化通路是高度复杂和专一的，DsbA 的底物比 DsbC


















资料来源：Depuydt M, et al. Antioxid Redox Signal. 2011 
图 1-3 细菌周质空间二硫键异构化通路 
 
1.1.2 细胞色素 c 的合成 




胺和硫代硫酸盐[37]。在有些真核生物中，细胞色素 c 还与细胞凋亡有关[38]。 
与其他细胞色素不同，脱卟啉细胞色素 c（apocyt c）通过保守的 CXXC 模




统Ⅰ，有十个细胞色素 c 成熟蛋白参与这一合成过程——CcmABCDEFGHI 和
DsbD[41-42]。新合成的 apocyt c 由 N 端信号肽引导穿过细胞膜，进入氧化环境
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